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(57) Abstract 

Disclosed is a method for photolithographic production of oligonucleotides on two-dimensional matrices for the production of 
so-called DNA, PNA or protein chips characterized in that a dynamically controlled liquid crystal mask is used as a photolithographic 
mask. The invention also relates to a device for implementing said method. 

(57) ZusammenFassung 

Beschrieben ist ein Verfahren zur photolithographischen Herstellung von Oligonukteotiden auf zweidimensionalen Matrizen zur 
Produktion von sogenannten DNA-, PNA- oder Protein-Chips, dadurch gekennzeichnet, daB man als photohthographische Maske eine 
dynamisch ansteuerbare Flussigkristallmaske verwendet sowie eine Vorrichtung zur DurchfOhrung des Verfahrens. 
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Verf ahren und Vorrichtung zur photolithographisehen Her- 
stellung von DNA, PNA und Protein Chips 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur photolithogra- 
phischen Herstellung von Oligonukleotiden auf zweidimen- 
sionalen Matrizen zur Produktion von sogenannten DNA- , 
PNA- oder Protein-Chips, sowie eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens. 

Als DNA-Chips werden Oberflachen bezeichnet, auf denen 
auf kleinster Flache eine grofie Anzahl verschiedener DNA 
MoiekUle fixiert oder synthetisiert werden. Von jedem be- 
liebigen Punkt eines solchen Chips ist in der Regel be- 
kannt, welche DNA sich an diesem befindet. Eine wichtige 
Klasse dieser Chips ist dadurch gekennzeichnet , daft kurze 
Sequenzen, sogenannte Oligonukleotide in situ auf der 
Chip-Oberflache synthetisiert werden. Dadurch wird die 
Zahl der notwendigen chemischen Reaktionsschritte, die 
anderenfalls zur Synthese riesiger Zahlen von verschiede- 
nen Sequenzen notwendig waren erheblich eingeschrankt . 

DNA-Chips konnen auf mehrere Arten hergestellt werden. 
Die einfachste aber teuerste und aufwendigste ist das 
Aufbringen vorher synthetisierter Molekiile mittels Pipet- 
tieranlagen. Solche Methoden werden in Zukunft wahr- 
scheinlich nicht konkurrenzf ahig sein. 

Methoden, die sich die oben genannten Vorteile der in Si- 
tu Synthese zunutze machen lassen sich in rein chemische 
und photolithographische Verfahren unterteilen. 

Chemische Verfahren beruhen auf dem Aufbringen der zur 
Oligonukleotidsynthese notwendigen Losungen mittels auf- 
wendiger Pipettieranlagen . Daher sind diese zwar einer 
konventionellen (nicht in situ) Synthese hinsichtlich Ge- 
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schwindigkeit und Kostenef f izienz uberlegen, konnen aber 
bei weitem nicht mit den M6glichkeiten der photolithogra- 
phischen Synthesen konkurrieren . 

Far die chemische Synthese von Oligonukleotiden werden 
Nukleotidbausteine eingesetzt, welche zwei Arten von 
Schutzgruppen tragen. Einerseits solche Schutzgruppen, 
die Funktionalitaten der Basen schatzen, und andererseits 
eine anders geartete Schutzgruppe , welche lediglich die 
Kettenverlangerung urn einen einzigen Baustein zulafit. Die 
Abspaltung dieser letzten Schutzgruppe 1st wesentlich fur 
die in Situ Synthese. Es miissen an extrem vielen Punkten 
einer Matrix spezifisch Schutzgruppen quantitativ abge 
spalten werden, ohne an den anderen Punkten eine solche 
Abspaltung zu verursachen. Chemische Methoden stoflen da- 
bei sehr schnell an die Grenze der Auflosung der Pipet- 
tiersysteme. Die einzelnen Tropfen, die aufgetragen wer- 
den sind zu groli und uberlappen ab einer bestimmten Dich- 
te. 

Daher werden far DNA-Chips hoher Dichte heute photolitho- 
graphische Synthesewege gewahlt. Dabei sind die Schutz- 
gruppen der Nukleotidbausteine photochemisch abspaltbar. 
Durch Bestrahlung einzelner Punkte der Syntheseoberf lache 
kann die Kettenverlangerung spezifisch nur an diesen 
Punkten ausgelost werden. Zwei Wege sind gangbar, eine 
grolie Auflosung und damit Belegungsdichte auf solchen 
OberflMchen zu erreichen. Zum einen wird jeder einzelne 
Punkt einer Oberflache einzeln mit einem Lichtstrahl - 
zum Beispiel einem Laser - angesteuert und so werden die 
Schutzgruppen der Nukleotidketten nur an den angestrahl- 
ten Punkten entschUtzt. Die notwendige Bestrahlungsdauer 
ist aber so lang, dali diese Verfahren noch zu Zeitauf wen- 
dig sind. AuIJerdem wird DNA durch Laserbeschufi zerstort. 
Die moglicherweise Zehntausende von Punkten nuissen nach- 
einander angesteuert werden. Moglich waren auch komplexe 
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zum Beispiel Spiegelmechanismen, welche viele Punkte 
gleichzeitig ansteuern. Solche Vorrichtungen sind aber 
zur Zeit nicht erhaltlich. 

Die zweite und heute gebrauchlichste Methode ist es, Mas- 
ken zwischen der Chip-Oberf lache und einer Lichtquelle zu 
installieren. In jedem Syntheseschritt wird so das Licht 
der Lichtquelle nur an den Punkten zur Chip-Oberf lache 
durchgelassen, an denen eine Entschutzung stattfinden 
soil. Daher konnen praktisch beliebig viele Reaktionen 
parallel durchgefuhrt werden. Bei vier Nukleotidbaustei- 
nen miissen also fur eine Verlangerung aller Oligonukleo- 
tide um ein Nukleotid vier verschiedene Masken sequenti- 
ell uber der Oberf lache positioniert werden. Um also eine 
Lange aller Oligonukleotide von zum Beispiel 30 Nukleoti- 
deinheiten zu erreichen miissen 120 Masken hergestellt 
werden und nacheinander extrem genau liber der Oberflache 
positioniert werden . 

Je grower die Auflosung des Chips, desto schwieriger ist 
die Positionierung der Masken uber der Oberflache. Extrem 
aufwendige Technologie ist dafttr erf orderlich . Die Her- 
stellungskosten von DNA-Chips liegen daher bei einigen 
Hunderttausend Mark. Auflerdem, je mehr einzelne Punkte 
auf einem solchen Chip synthetisiert werden sollen, desto 
aufwendiger wird die Herstellung der Masken. Im Prinzip 
kann heute ein solcher Chip deswegen nur in eigens kon- 
struierten Fabriken hergestellt werden. Voraussetzung zur 
Herstellung solcher Chips ist auch die Installation aller 
dafiir notwendigen Gerate in staubfreien Reinraumen. Es 
besteht aber ein erheblicher Markt an solchen Chips, die 
von Firmen und Laboratorien auf ad hoc Basis selber ent- 
worfen und hergestellt werden k6nne. Dies verbietet sich 
nach dem Stand der Technik. 
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Das vorgeschlagene erf indungsgemafte Verfahren soil es er- 
moglichen in Zukunft auf die Etablierung eigener Fabriken 
fur die Herstellung von DNA und PNA-Chips verzichten zu 
konnen. Das Verfahren soli den auf wendigsten Schritt der 
5 Chipherstellung, die Herstellung und Positionierung der 
Masken iiberflilssig machen. Aufierdem soil auf Reinraume 
verzichtet werden konnen, die Synthese also in jedem La- 
bor moglich werden. 

10 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren 
zur schaffen, welches die Nachteile des Standes der Tech- 
nik uberwindet. 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur photolithogra- 
15 phischen Herstellung von Oligonukleotiden auf zweidimen- 
sionalen Matrizen zur Produktion von sogenannten DNA-, 
PNA- oder Protein-Chips gelost, bei dem man als photoli- 
thographische Maske eine dynamisch ansteuerbare Flussig- 
kristallmaske verwendet . 

20 

Ferner wird erf indungsgemafie eine Vorrichtung zur photo- 
lithographischen Herstellung von Oligonukleotiden auf 
zweidimensionalen Matrizen zur Produktion von sogenannten 
DNA-, PNA- oder Protein-Chips zur Verfugung gestellt, bei 
25 der als photolithographische Maske eine dynamisch ansteu- 
erbare Flussigkristallmaske zwischen dem Chip und der 
Lichtquelle angeordnet ist. 

Das erf indungsgemaiie Verfahren lost die gestellte Aufgabe 
30 auf vollig neuartige Art und Weise durch Kombination kom- 
merziell erhaltlicher Komponenten. Im Vergleich zu heute 
modernen Verfahren verbilligt sich daher die Synthese von 
DNA- und PNA-Chips urn mehrere Grofienordnungen . Die Mono- 
polstellung einiger weniger grofier Fabriken kann so ge- 
35 brochen werden und die Herstellung von kostengunstigen 
DNA-Chips der Allgemeinheit zuganglich gemacht werden. 
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Das grundlegende Konzept des Verfahrens ist die an sich 
bekannte Tatsache, dafi Fliissigkristall-Matrixen als dyna- 
misch ansteuerbare photolithographische Masken verwendet 
werden konnen (Bertsch et al., J Photochem. & Photobiol. 
107, 275-281 (1997)). Diese Technik ist allerdings noch 
nie auf dem Gebiet der Synthese von biochemischen Polyme- 
ren auf Oberf lichen eingesetzt oder diskutiert worden. 

Das erf indungsgemafte Verfahren eliminiert die Notwendig- 
keit sehr viele verschiedene photolithographische Masken 
herzustellen. Das erf indungsgemafi Flussigkristallgitter 
ist durch aufgedampfte Transistoren an jedem Punkt der 
Matrix ansteuerbar. Die AuflSsung der herzustellenden 
Chips ist daher nur durch die Zahl der einzeln ansteuer- 
baren Zellen des Flussigkristalls abhangig. Jede Maske 
wird also anstelle einer physikalischen Anordnung von L6- 
chern in einer lichtundurchiassigen Oberflache durch die 
rein elektronische Ansteuerung der einzelnen Zellen er- 
reicht. Die Aufl5sung der Maske - durch die minimale Gro- 
JSe der einzelnen Zellen limitiert - kann dadurch prak- 
tisch unendlich gesteigert werden, daft eine groflere Flus- 
sigkristallmatrix verwendet wird als der letztendliche 
Chip. Das Licht, welches durch diese groiie dynamische 
Maske fallt kann dann hinter dieser durch optische Linsen 
auf die Oberflache teleskopiert werden. Durch diese Tech- 
nik kann auch der sonst erfolgende Ausbleichef f ekt der 
Flussigkristalle verhindert werden: Weniger Licht fallt 
pro Flache auf die Flussigkristalle, als hinter dieser 
fur die Entschiitzung auf der Chip-Oberf lache benotigt 
wird. 

Anstelle des nach dem Stand der Technik notwendigen Aus- 
tauschens von Masken nach jedem Syntheseschritt , wird im 
erf indungsgemaflen Verfahren einfach nur die Ansteuerung 
des Flussigkristalls vom Computer geandert. Zwischen den 
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Entschiitzungen liegen bei der Synthese chemische Schrit- 
te, fur welche keine Lichtenergie notwendig ist. Dies 
findet auch innerhalb der verf ahrensgemafien Vorrichtung 
statt, ohne daft die Bewegung des Chips Oder der Maske 
notwendig ware. Durch die starre Anordnung und extrem 
prazise Positionierung von Chip, Maske und Lichtquelle, 
werden mechanische Probleme wie die nach dem Stand der 
Technik oft notwendige Neupositionierung vermieden. Eine 
verfahrensgemafie Vorrichtung kann also mechanisch sehr 
einf ach ausgelegt sein . 

Technisch zeichnet sich eine erf indungsgemSBe Vorrichtung 
dadurch aus, das Chip-Rohlinge hergestellt werden, welche 
entweder chemisch aktivierbare Oberflachen (an welche ein 
beliebiger Nukleotidbaustein gekoppelt werden kann) auf- 
weisen oder schon mit geschutzten, photochemisch abspalt- 
baren Molekiilen belegt sind. Solche Molekule konnen zum 
Beispiel direkt einzelne Nukleotide oder PNA Bausteine 
darstellen, welche in der Produktion gleichmaflig auf der 
OberflSche angebracht worden sind. Eine wesentliche Ei- 
genschaft dieser Rohlinge ist deren Verpackung. Diese 
werden unter Reinbedingungen verschmut zungsf rei herge- 
stellt und so verpackt, daft sie auf eine Art und Weise in 
die Vorrichtung eingefuhrt werden konnen, die jeden Kon- 
takt mit einer nicht gefilterten „normalen" Laborumgebung 
ermoglicht. Zum Beispiel kann eine solche Verpackung mit 
einer durchstofibaren Folie versiegelt werden. Eine derart 
verpackter Rohling kann durch eine Dichtung in die Vor- 
richtung eingeschoben werden, wobei der eigentliche Roh- 
ling aus der Verpackung herausgedruckt wird, die Folie 
durchstoftt und dann in der Eigentlichen Vorrichtung ein- 
rastet (Figur 1). Damit ist die genaue und unverrttckbare 
Positionierung des Rohlings wahrend alien weiteren 
Schritten gesichert. Aulierdem wird Verschmut zung ausge- 
schlossen . 
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Nach dem Einrasten kommt ein solcher Rohling unterhalb 
der Fliissigkristallmatrix zu liegen. Der Rohling bildet 
so den Boden, die untere Elektrodenplatte der Flussigkri- 
stallmatrix die Decke eines sehr k^einen Hohlraumes, der 
auch an den Seiten abgedichtet ist". Ober mehrere Zulei- 
tungen werden chemische Losungen in diesen Hohlraum ein- 
gefiihrt und dieser kann auch luft- oder gasgetrocknet 
werden. Die Decke des Hohlraumes kann aber auch durch ei- 
ne andere Flache als direkt einer der Bestandteile der 
Fliissigkristallanzeige sein. Zum Beispiel kann dieser aus 
einem letzten Teil der Optik bestehen, welche das durch 
die verschiedenen Zellen des Fliissigkristalls durchgelas- 
sene Licht fokussieren. 

Das erf indungsgemaile Verfahren soil aber auch andere 
technische Ausfuhrungen einschlielien. 

Die Fliissigkristallmatrix selber besteht in an sich be- 
kannter Art und Weise aus Flttssigkristallen, welcher zwi- 
schen zwei planen Schichten eines solchen Materials ein- 
geschlossen werden, welches fur die fur die Entschutzung 
wesentlichen Wellenlangen durchlassig ist. Wellenlangen, 
welche nicht spezifisch zur Photoentschut zung ■ beitragen 
konnen durch diese Schichten oder andere Teile der Optik 
absorbiert werden. Besonders kurzwelliges ultraviolettes 
Licht wird durch diese Schichten absorbiert. Dieses zer- 
stort DNA. Die eine Schicht Material wirkt dabei auch als 
Elektrode. Auf die andere Schicht werden in der Art Lei- 
tungen gelegt, dafi die gesamte Matrix definiert durch 
Zellen, die einzeln elektrisch ansteuerbar sind in ein 
enges Gitter von Punkten unterteilt ist. Elektrische An- 
regung fuhrt zu einer Ausrichtung der Flussigkristalle 
nur an den definierten Punkten. Dort wird dann Licht ab- 
sorbiert. Andererseits ist es aber auch moglich, das nur 
die angeregten Punkte fur Licht einer bestimmten Wellen- 
lange durchlassig werden. Beide Varianten sollen also ge- 
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schiltzt werden. Im Prinzip kann die Flussigkristallmatrix 
genau die Grolie der darunterliegenden Chip-Oberf lache ha- 
ben. Dann muli Licht mit einem verhaltnismaMg parallelen 
Strahlengang durch eine einfache Lichtquelle auf die Ma- 
trix gestrahlt werden. Die Flussigkristallmatrix kann 
aber auch beliebig grSJier sein, als die bestrahlte Ober- 
f lache. In diesem Fall muii zwischen Matrix und Chip eine 
Optik eingefuhrt werden, welche das durchscheinende Licht 
biindelt. Die Vorteile einer solchen Anordnung sind, da& 
die pro Flache auf die Matrix einwirkende Energie gerin- 
ger wird als auf der Chip-Oberf lache . Damit kann der pro- 
blematische Effekt vermieden werden, welcher bei dauer- 
hafter Bestrahlung die Absorptionsf ahigkeit der Fliissig- 
kristalle schmalert. AuBerdem kann die Zahl der einzelnen 
Punkte auf der Chip-Oberf lache praktisch beliebig gestei- 
gert werden (Figur 2) . 

Die letzte wesentliche Eigenschaft die beschriebenen Ver- 
fahrensweise liegt in den Algorithmen, welche zur An- 
steuerung des Flussigkristallmatrix verwendet werden. Ei- 
ne nach dem erf indungsgemafien Verfahren ausgelegte Vor- 
richtung kann von der Eingabe einer oder vieler Sequen- 
zen, welche durch Hybridisierung einer Ziel-DNA mit dem 
Chip getestet werden sollen, selbstandig operieren. Die 
Datenverarbeitung kann aus den eingegebenen Sequenzen 
selbstandig die zu synthetisierenden Oligonukleotide er- 
rechnen und die Abfolge der zu deren Synthese notwendigen 
Masken berechnen. Diese werden dann, koordiniert mit den 
verschiedenen chemischen Reaktionsschritten vollautoma- 
tisch wahrend der Synthese durch das Muster der in den 
einzelnen Entschutzungsschritten an die Matrix angelegten 
Spannungen umgesetzt. 

Erfindungsgemali kann auch ein Detektor (zum Beispiel eine 
CCD Kamera) in die Vorrichtung eingebaut werden. Diese 
kann dann nach einer Hybridisierung Signale an den ein- 
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zelnen Punkten der Chip-Oberf lache registrieren und aus- 
werten . 

Mit dem erf indungsgemalien Verfahren 1st zum ersten Mai 
eine Methode geschaffen worden, welche ein billiges und 
schnelles Synthetisieren von DNA- oder PNA-Chips erm5g- 
licht, deren Belegung mit Sequenzen vom eigentlichen Be- 
diener individuell festgelegt werden kann. Unser Verfah- 
ren revolutioniert die Technologie der DNA-Chips von 
Grund auf. 

Die beigefugten Zeichnungen erlautern die Erfindung: 
Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Darstellung einer erf indungsge- 
malien Vorrichtung in Form einer Arbeitsstation und 
Fig. 2 eine schematische Darstellung einer Detailansicht 
der erf indungsgemalien Belichtungsvorrichtung . 

In Figur 1 wird in der Bearbeitungsstation 9 der DNA- 
oder PNA-Chip 4 eingelegt und aus dem Reagenzienspeicher 
11 mit den fur die Reaktion notwendigen Chemikalien ver- 
sorgt. Die eigentliche Belichtungsstation besteht aus der 
Lichtquelle 1 und der LCD-Maske 2. Die ubrigen darge- 
stellten Bestandteile, namlich der Polarisator 3, die Fo- 
kussierung 7 und die Sperre 8 dienen der optischen Aufbe- 
reitung des Lichts. Mittels des Computer 10 werden alle 
Funktionen gesteuert, insbesondere die LCD-Maske 2 ent- 
sprechend angesteuert. 

Figur 2 zeigt eine Detailansicht einer weiteren Ausfuh- 
rungsform der erf indungsgemalien Vorrichtung. Neben der 
Lichtquelle 1 ist wiederum die LCD-Maske 2 gezeigt. Un- 
terhalb der LCD-Maske 2 ist der Chip 4 angeordnet. Ferner 
sind die ubrigen optischen Elemente, namlich ein Diffusor 
5, eine Polarisation 3 und eine Linse 6 dargestellt. 
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Bezugszeichenliste 



1 


Lichtquelle 


2 


LCD-Maske 


3 


Polarisator 


4 


Chip 


5 


Dif f usor 


6 


Linse 


7 


Fokussierung (Bundelung) 


8 


Sperre 


9 


Bearbeitungsstation 


10 


Computer 


11 


Reagenzienspeicher 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur photolithographischen Herstellung von 
5 Oligonukleotiden auf zweidimensionalen Matrizen zur 

Produktion von sogenannten DNA-, PNA- oder Protein- 
Chips, dadurch gekennzeichnet, dali man als photoli- 
thographische Maske eine dynamisch ansteuerbare Flus- 
sigkristallraaske verwendet. 

10 

2. Vorrichtung zur photolithographischen Herstellung von 
Oligonukleotiden auf zweidimensionalen Matrizen zur 
Produktion von sogenannten DNA-, PNA- oder Protein- 

. Chips, dadurch gekennzeichnet, dali als photolithogra- 
15 phische Maske eine dynamisch ansteuerbare Fliissigkri- 

stallmaske zwischen dem Chip und der Lichtquelle an- 
geordnet ist. 
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